













附属中山医院临床检验中心 2,化学生物学福建省重点实验室 3,厦门 361005)
4 (香港浸会大学化学系, 香港 999077)
摘 要 制备质谱纯人血清转铁蛋白 (HTF) ,供分子结构分析。选用 SDS-PAGE、胶外酶解、基质辅助激光解
吸 /电离质谱技术 (MALDI-TOF)、数据库检索和比对技术鉴定铁饱和 HTF、双铁 HTF ( HTF-2Fe3+ )、单铁 HTF
( HTF-Fe3+ )和脱铁 HTF ( apoHTF )的稳定性和裂解产物。以乙腈溶液作为洗脱相, 发现铁饱和 HTF在 RP-
HPLC分离纯化过程中产生裂解现象。铁饱和 HTF和 HTF-2Fe3+经乙腈处理后均能产生不同分子量的短肽
裂解产物, 指出 HTF结构稳定性与络合铁离子数量有关。铁组分改善了 HTF分子结构的稳定性。采用比对
法, 研究在乙腈作用下 HTF裂解成为各种各样短肽的规律,初步阐明其裂解机理。在乙腈作用下, HTF可能
通过蛋白质去折叠途径 ,形成不同多聚态 HTF或多肽裂解产物。推测目前用于临床诊断先天性糖基化紊乱
( CDG )和慢性酒精滥用 ( CAA )疾病低准确率的起因可能是受 HTF裂解产物或多聚体的干扰。
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1 引 言
转铁蛋白 ( transferrin, TF)是一类非血红素结合铁的 -球蛋白, 由单一肽链组成,糖基化约占 6%,
主要存在于脊椎动物体内。血清转铁蛋白、卵转铁蛋白、乳铁蛋白和黑素转铁蛋白共同组成转铁蛋白家





。HTF在 C-端结构域具有两个 N-连接的糖基化位点, 分别位于 A sn413和
A sn611
[ 4]
; 根据 N-连接寡聚糖链末端的唾液酸数目不同, 又可分为双触角、三触角、四触角结构
[ 5 ]
。糖链
缺乏转铁蛋白 ( carbohydrate-de ficient transferrin, CDT )通常作为诊断先天性糖基化紊乱 ( CDG )和慢性酒
精滥用 ( CAA )的重要蛋白质标记物
[ 6~ 8]





。本研究通过非变性梯度 PAGE、不连续 PAGE电泳和电转移回收胶内蛋白等方法, 获得质谱





ReflexⅢ型 MALD I-TOF质谱仪 (德国 B ruker公司 ) ; 1100高效液相色谱仪 (美国安捷伦科技有限公
司 )。基质芥子酸 ( SA )、2-氰-4-羟肉桂酸 ( CHCA )和 2, 5-二羟基苯甲酸 ( DHB ) (美国 ICN生物医学公
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健康人群的血清 (厦门大学附属中山医院临床检验中心 ) :取 50份不同人的血清样品混匀, 起到消
除个体之间的非疾病引起的差异性, 样品在 - 20 保存备用。
2. 2 实验方法
2. 2. 1 非变性梯度 PAGE制备 HTF 取人血清约为 8 mL, 毎 mL 血清中加入 25 L N aHCO3
( 500mmol /L )和 18 L FeC l3 ( 10mmol /L )混匀
[ 7]
,随后置于 37 2 h。经铁饱和后的血清样品与缓冲
液 (样品缓冲液 1 mo l /L Tris-HC l( pH 6. 8) 600 L, 甘油 5 mL, 1% 溴酚蓝 1 mL, 超纯水 3. 4 mL)以
4 1( V /V )混匀, 放置 0 5 h后离心 10 m in。经粗分离后的 HTF选用梯度 ( 4% ~ 10% ) PAGE ( g radien t
PAGE, PAGENG )再次分离,其中浓缩胶工作电压为 80 V,分离胶工作电压为 100V, 分离时间 10~ 12 h。
电泳后,层析胶上呈现清晰可见的桔红色蛋白带; 沿条带边缘切下, 并将条带切成小胶块, 采用电转技
术 ( 100 V )电转、收集 HTF。用截留分子量为 50 kDa的超滤管,超滤 8~ 10次。在此期间不断补充超纯
水。浓缩后的 HTF用 5% PAGE进行第二次电泳分离。自制微量收集装置:将 50 kDa超滤管直接放入电
转仪阳极端,上方放置切去底部的装有胶块的离心管,直接收集蛋白。电转结束后同样超离收集样品。
2. 2. 2 HTF纯度和分子量测定 选用分离胶为 8%的 PAGE鉴定 HTF纯度。HTF和 DHB (水的饱和
溶液 )各取 1 L, 混匀后取 0 8 L混合物直接点滴在 MALDI-TOF质谱仪专用样品靶上,待样品自然干
燥后, 将样品靶放入靶箱内进行分析 ( MALD I-TOF R eflex Ⅲ型, Bruker, 德国 )。选用脉冲氮激光
( 337 nm )离子源, 线性模式, 加速电压控制在 20 kV, 脉冲宽度 2 ns, 离子延迟时间 40 s, 真空度
5. 33 10
- 5
Pa,正离子谱测定。多肽测定选用 SA基质 (新鲜配制的饱和溶液,溶剂为 45%乙腈和 55%
的 0 1%三氟乙酸水溶液 )为基质, 供质谱分析
[ 9]
。
2. 2. 3 转铁蛋白的全蛋白胶外酶解 1 L 10 g /L转铁蛋白样品, 加入 30 L乙腈于室温作用 30m in,
抽真空除去乙腈,加入 10mmo l /L -巯基乙醇, 在 57 条件下孵育 1 h,蒸干。用 20 L 50 mmo l /L的
NH4HCO3再次溶解,适当地振荡、超声,加入适量胰酶, 37 酶解 18 h。酶解完毕后用 0 5%三氟乙酸终
止反应,蒸干。最后用 2 L 0 5%三氟乙酸 ( TFA )溶液溶解肽片段, 质谱分析, 基质为新鲜配制的
CHCA (用 40%乙腈和 60%的 0 1%三氟乙酸溶解到饱和 )。采用高分辩率反射模式,脉冲宽度 0 5 ns,
离子延迟时间 20 s,其它参数设定同上。数据库检索是在 MASCOT( http: / /www. matrixscience. com )检
索网站,检索参数为: 最大允许肽质量误差 0 3,允许有 1个不完全裂解位点, 考虑羟甲基 (Hydroxym eth-
yl)和氧化 ( Ox idation)修饰。









脱,洗脱相 A ( 2%乙腈, 98%去离子水, 0 1% 甲酸, 0 02% TFA ) , 洗脱相 B ( 95%乙腈, 5%去离子水,
0 1%甲酸, 0 02% TFA ),洗脱时间 30m in,洗脱相 B的比例由 40%上升到 60%,流速为 0 5mL /m in,检
测波长 280 nm,收集样品,真空干燥,质谱分析。铁饱和 HTF、HTF-2Fe
3+
和 apoHTF各取 2 L,用 30 L





易从图 1A分离胶中剥离出 a条带, 再次经 PAGE分离得到图 1B蛋白质层析带。参考图 1B中所显示
的蛋白质层析带的数目、位置和分辨率,可清楚看出 HTF与其它蛋白较好的分离。图 1C结果证实了从
图 1B中剥离的桔红色条带的纯度, 同时看出其迁移率明显高于马脾铁蛋白 ( Horse sp leen ferrit in,
HSF) ,即 HTF分子量明显小于 HSF(图 1D)。




F ig. 1 E lectrophoretic map of hum an serum
transferr in ( HTF ) identified by PAGE
NG
approach
A. HTF和其它杂蛋白 ( HTF and other m ixed pro-
tein) ; B. 从 A( a)剥离后的 HTF和少量杂蛋白 (HTF
and little protein separated from A ( a) ) ; C. 二次电泳
分离后的 HTF纯度鉴定 ( pu rification ofHTF separated
by PAGE tw ice tim es) ; D. H SF( horse sp leen ferrit in)。
3. 2 MALDI-TOF质谱技术测定 HTF的分子量和聚合态
近期研究表明,采用 MALDI-TOF质谱技术能有效地测
定蛋白质 (铁蛋白亚基 )及有机小分子 (儿茶素 )聚合
体
[ 11, 12 ]
。采用 MALD I-TOF质谱技术测定 HTF分子量和聚
合态, 可获得图 2a结果。从图中可看出, HTF-2Fe
3+
呈现出
3个分子离子峰, m /z比值分别为 40232. 7, 79857. 5和







带单电荷 HTF( [M + H ]
+
)质谱峰的 m /z为 79857 5, 而
m /z 40232. 7和 158492. 9分别为带双电荷 ( [M + 2H ]
2+
)
和带单电荷二聚态 ( [ 2M + H ]
2 +
) HTF。采用铁饱和处理
及类似的分析方法,可获得铁饱和 HTF质谱图 (图 2b) , 显
示出 2个分子质子峰, 其中 m /z比值分别为 40431 7和
80535 9, 其 m /z比值比图 2a约高出 678. 4。经比对和推
图 2 HTF ( a)和铁饱和 HTF ( b)质谱图
F ig. 2 M ass spectrogram s o fHTF ( a) and iron- saturated
HTF ( b)















1C )为 HTF, 采用胶外酶解方法、肽指纹及数据库检索技术, 鉴定了图 1C蛋白样品, 并获得该蛋白的肽
指纹质谱图 (图 3)。检索结果:蛋白样品与 g i| 37747855 Transferrin [Homo sapiens] 相匹配, 共有 55个
峰用于数据库检索, 匹配峰的数目为 22个, 序列覆盖率为 32% , 理论分子量 (M r)为 79310 D a, 理论
PI值为 6. 97。在通常情况下,具备 20%的序列覆盖率和大于 78%的匹配率特性则被认为具有较高的
可信度。因而图 1C蛋白样品可确认是转铁蛋白。
图 3 HTF全蛋白胶外酶解肽指纹图谱
F ig. 3 M ap of peptide m ass fingerpr inting from the who le HTF out-gel digestion



















从上述反应式可直观地看出, HTF含有不同的铁量,其中铁饱和 HTF含铁量最高, 认为少量铁直接
络合于 HTF表层; apoHTF不含铁组分。根据含铁量不同, 转铁蛋白可分为 4个状态, 其中 HTF-Fe
3+
属
图 4 HTF裂解产物图谱 ( RP-HPLC法 )
F ig. 4 Chrom a tog raphy o f sp litting produces o f HTF




果表明,铁饱和 HTF经 RP-HPLC分离后, 产生 4个
色谱峰 (图 4A ), HTF-2Fe
3+
与 apoHTF分别产生 6个
和 4个色谱峰 (图 4B和图 4C )。收集 HTF-2Fe
3+
RP-LPLC洗脱的蛋白样品, 旋转蒸发后,进行质谱分
析, 检测到 m /z相应为 8697. 5、2925. 9、4332. 9、
79863. 7、4150 2、3351. 2,其中转铁蛋白 m /z 79863. 7
与前面 DHB作为基质时的m /z 79857. 5只相差 6. 2。
暂时无法检测到比转铁蛋白分子量略小的峰, 这可
能是由于这种分离条件还不能将其与转铁蛋白峰分开,使其质谱信息被隐藏。HTF属于单亚基类型的
分子结构,在 RP-HPLC中产生若干个色谱峰可能是洗脱相中的乙腈使 HTF产生部分去折叠, 形成多种
聚合体或裂解 HTF形成短肽化合物。为了进一步证实这一论点, 选用乙腈直接处理铁饱和 HTF后, 再
用质谱技术分析其裂解产物,并获得图 5结果。从图 5中可看出, 铁饱和 HTF显示出二聚体结构 (m /z
158098,分子结构式为 [ 2M + H ]
+
)和若干个短肽 (m /z 4158. 0, 8669. 9和 8799. 1)。由此看来, 在乙腈
图 5 经乙腈处理后, 铁饱和 HTF的质谱图










片段产物。其中两者均有 4158 0的小肽, 但
铁饱和 HTF的裂解产物中却显示了 1个异于
图 6短肽质谱峰 8669. 9。然而,在图 6却发现
2个 m /z分别为 3330 4和 5347. 3的短肽 (图
6) ,而且这两个短肽 m /z加合数与图 5中 m /z
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图 6 HTF-2Fe3+经乙腈处理后的质谱图处理 (时间: 30 m in)
F ig. 6 M ass spectrog ram o f HTF-2Fe3+ treated w ith aceton itrile











多肽分子量。实验发现, m /z为 4158. 0的短
肽 (图 5)可能位于 HTF的 490~ 508间氨基酸
残基位点的糖肽链; m /z为 8669. 9短肽 (图
图 7 apoHTF经乙腈处理后的质谱图 (处理时间: 30 m in)
F ig. 7 M ass spectrogram of apoHTF treated w ith ace ton itrile fo r
30 m in
5)可能是位于 HTF 619~ 676间氨基酸残基位
点的糖链。而 m /z为 8799. 1和 8669. 9短肽
(图 5)之间差值为 129. 2, 与赖氨酸 ( Lys)分
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Stability and Splitting Produces Revealed by
M atrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Tim e of Flight-
M ass Spectrom etry in Human Serum Transferrin
ZhuoH u-iQ in1, Jin H ong-W e i2, H uang H e-Q ing* 1, 3, H uangH u-iY ing1, 3, Ca i Zongw ei4
( 1The K ey Laboratory of M inis try of Education for Cell B iology and Tumor Cell Eng ineering, School of L ife Sciences;
2The Laboratory of Tum orD iagnos is, Zhong shanH o sp ital;
3The K ey Labora tory for Chem ical B iology of Fujian Province, X iam en University, X iam en 361005)
4 (D epar tm ent of Chem istry, H ongkong B ap tist University, H ongkong 999077)
Abstract H um an serum transferrin (HTF) w ith purity o fm ass spectrom etry w ere prepared for the analysis o f
mo lecu lar structure. H ere, severa l ana ly tica l techn iques, such as SDS-PAGE, enzymo lysis ou-t ge,l MALDI-
TOF mass spectrometry, database search, and comparison approach w ere employed to identify the stab ility and




and apoHTF. U sing aceton itrile as a
componen t o f eluan t for RP-HPLC separation, it w as found that the eluant enab led to decompose HTF into
pept ides, w hich indicated that the structural stab ility ofHTF w as tight ly relative to the iron numbers b ind ing to
the prote in, and the iron played an important ro le in improv ing the stab ility. The regu lation and pathw ay o f
form ing various pept ides from theHTF treated w ith acetonitrile d irectly, w ere studied fo r revealing the splitting
mechanism. The aceton itrile resu lted in the unfo lding ofHTF for form ing various different po lymers splitting
products of the pro tein. It cou ld be presumed that the reason for the low reliability o f d iagnosis both congen ita l
disorder of g lycosylat ion and chron ic a lcoho l abuse in clinic is the interferential factors o f aplitty ing products in
HTF.
Keywords Human serum transferrin, matrix-assisted laser desorption ionization- tim e o f flig th-mass spectrom-
etry, enzymolysis ou-t ge,l reversed phase high per formance liquid chromatography, prote in marker
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